The study of anti-rheumatic effects of Salacia reticulata by 関口, 祐介
  






















第 1 章 Salacia reticulata が関節リウマチの関節機能に与える影響・・・・・・・   4 
 
第 1 節 Salacia reticulata が炎症反応に及ぼす影響・・・・・・・・・・・・・   5 
第 2 節 Salacia reticulata が関節炎に対し、組織学的に及ぼす影響・・・・・・   9 
第 3 節 Salacia reticulata が関節の炎症・破壊部位の遺伝子発現に及ぼす影響・   16 
第 4 節  本章の小括および考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・   18 
 
 
第 2 章 Salacia reticulata が炎症性滑膜細胞(MTS-C H7)の増殖及び機能に与える影響  20 
 
第 1 節 炎症性滑膜組織由来細胞株の樹立・・・・・・・・・・・・・・・・   21 
第 2 節 Salacia reticulata 熱水抽出物による MTS-C H7 に及ぼす影響・・・・・   23 
第 3 節  Salacia reticulata 熱水抽出物由来残渣水溶性画分による MTS-C H7 に及ぼす影
響・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・   26 
 第 4 節 本章の小活および考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・   29 
 
 
第 3 章 Salacia reticulata に存在する抗関節リウマチ因子の探索・・・・・・・・・   31 
 
第 1 節 Salacia reticulata 熱水抽出物に含まれるポリフェノール化合物による MTS-C H7
に及ぼす影響・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  32 
第 2 節 Salacia reticulata 熱水抽出物に含まれる活性本体の探索・・・・・・・・  35 
第 3節 Salacia reticulata熱水抽出物に含まれるペプチド様物質によるMTS-C H7に及ぼ
す影響・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  38 
第 4 節 本章の小活および考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  43 
 
総括・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  45 
 
謝辞・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  47 
 
実験の部・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  49 
 
引用文献・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  61 
本論文で使用した略語一覧 
BSA; bovine serum albumin 
CAIA；Type II collagen antibody-induced arthritis 
Col1A1；Collagen 1A1 
Col2A1；Collagen 2A1 




EGCG；Epi-gallo catechin gallete 
GAPDH；Glyceraldehyde 3-phoshate dehydrogenase 










RANKL；Receptor-activated of nuclear factor κ B ligand 
SDS-PAGE；Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
SR；Salacia reticulata 
SRL；Salacia reticulata leaf 
SRLE； Salacia reticulata leaf hot-water extract （SRL 熱水抽出物） 
SRLG； 1 k≦SRL≦10 k fraction derived from SRLE 
TE；Tris-HCl EDTA buffer 
TLC；Thin-layer chromatography 
TNF-α；Tumor necrosis factor– 
TB；Toluidine blue 
TRAP；Tartrate-resistant acid phosphatase 



























 関節リウマチ(RA)は全身性で慢性の炎症性疾患である。RA の患者数は約 40 万人いると
推定されており、年々増加していることが報告されている [1]。特に 30 代から 50 代が発
症のピークであると言われおり、男女比で 1 : 4 と圧倒的に女性の罹患率が高い。 














 RA に関する in vivo の研究では、主にコラーゲンによって炎症を惹起させた関節炎があ
る [14,15]。鶏または牛の II 型コラーゲンをマウスの尾底部に注射することで、マウスの










したサプリメントも普及している。Salacia 属の植物の中で代表的な植物には Salacia 
oblonga （SO） や Salacia chinensis （SC） がある。これらの植物の研究では、糖尿病に
対する報告が多数を占めている。SR, SO, SC の糖尿病に対する改善効果の理由として、α-
グルコシダーゼ阻害活性が報告されている [18, 19]。そして、その活性成分はチオ糖の一
種である Salacinol や kotalanol であると報告されている [20, 21]。一方、SR に含まれるポ




 本研究では、SRL による RA に対する改善効果について、in vivo 及び in vitro の両面か
ら検討を行っている。さらに、SRL に含まれる活性成分を明らかにすることにより、RA
の新たな治療方法の確立、または予防法として有効な活性本体の探索を行っている。すな











第 1 章 Salacia reticulata leaf が関節リウマチモデルマウスに与える影響 
 
























第 1 節 Salacia reticulata leaf が炎症反応に及ぼす影響 
 
SRL による RA の関節炎に対する影響を検討した。RA の研究に利用されている RA モデ
ル動物には、アジュバントマウス、抗 II 型コラーゲン誘導関節炎 （CIA）マウス、抗 II







RA モデル動物には DBA/1 雄性マウスが広く使用されているため、これを用いた。DBA/1





本実験では、6 週齢の DBA/1 雄性マウスを用いた。CAIA マウスの作製方法は、抗 II 型
コラーゲン抗体を 2 回、LPS を 1 回、それぞれ連日腹腔内注射し、関節炎を惹起させた。
LPS 注射日を関節炎発症日とした。実験動物に与える基本飼料は AIN-93G に準じて作製し
た。AIN-93G に使用する大豆油に含まれる不飽和脂肪酸は抗炎症作用を持つことが報告さ
れている [38, 39]。先行実験においても、CAIA マウスに対し、通常の AIN-93G 飼料を与
えた結果、関節炎が重症化しないことを明らかにした （data not shown）。このことから、
本実験で使用した基本飼料である AIN-93G の脂質供給源は、大豆油からコーン油及びラー
ドに置換することとした。CAIA 処理を行わず、基本飼料を与える Normal 群、CAIA 処理
を行い、基本飼料を与えた CAIA 群、CAIA 処理を行い、基本飼料に 1%SRL 粉末を添加し
た飼料を与えた CAIA+SRL 群の 3 群 （n = 6）に分け、関節炎発症日より、8 日前より飼
育を開始した （Table 1）。飼育後、関節炎を発症させた後、関節炎発症日より 2 週間飼育
した。関節炎発症日から 2 週間後まで体重を測定した結果、各群間に有意な差は認められ
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なかった （Table 2）。 
 各群すべてのマウスの関節炎の重症度を測定するために、足の腫脹や発赤などの炎症症
状から得る視覚的な情報をスコア化する arthritis score を経時的に測定した。飼育期間中の
arthritis score については Fig. 2 に示した。飼育終了後、各群の arthritis score を比較した結
果、Normal 群と比較して、CAIA 群では arthritis score が有意に上昇していた。特に、関節
炎発症日である 0 日目から 7 日目にかけて、急激に arthritis score の上昇が確認された。一
方、CAIA 群と比較して、CAIA+SRL 群では関節炎発症日より 3 日目から 6 日目にかけて、
arthritis score の急激な上昇が有意に抑制された （Fig. 2）。しかし、7 日目以降は有意な差
が認められず、14 日目までほぼ同等の値となった。このことから、SRL による CAIA マウ
スの arthritis score 上昇抑制効果は関節炎発症日より 3 日目から 6 日目までの初期の関節炎
症状に対して、改善効果があることが考えられた。すなわち、 
次に、arthritis score において、CAIA+SRL 群は関節炎による足の腫脹を抑制させたこと












連が指摘されている [43]。また、アラキドン酸カスケードにおいて、合成された PGE2 は
炎症増悪因子として知られている。そこで、IL-1β と同様に PGE2 の血中濃度を測定した。 
 その結果、Normal 群と比較して、CAIA 群では関節炎発症日より 7 日目と 14 日目におい
て、血中 PGE2濃度及び 7 日目の血中 IL-1β濃度では、有意な上昇が認められた。一方、
Normal群と比較して、CAIA+SRL群ではCAIA群と同様に有意な上昇が見られた。さらに、
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CAIA 群と CAIA+SRL 群を比較した結果、両群間に有意な差が認められなかった。これら
の結果から、CAIA マウスでは、関節炎発症日より 7 日目及び 14 日目において、炎症が活
発であることが明らかとなった。しかし、CAIA 群と CAIA+SRL 群間では、差が認められ
なかった。このことから、SRL は CAIA マウスの炎症増悪因子を減少させないことが考え














第１節において、SRL は arthritis score の上昇を抑制させたが、炎症増悪因子の血中濃度
を減少させなかった。このことから、SRLは直接組織に作用している可能性が考えられた。
そこで、RA の関節組織障害に対する検討を行うため、まず、単純 X 線撮影法を用いて、
SRL によるマウス後肢骨組織の損傷への影響について検討した。 
臨床現場では、RA 患者の関節組織破壊に対する治療効果を確認するため、X 線撮影法
による検討が行われている。本研究において、マウス後肢を X 線撮影することで、SRL に
よる CAIA マウスの関節組織破壊への影響を検討した。その結果、Normal 群と比較して、
CAIA 群では、マウス後肢の指の中足骨及び膝関節において、写真像が不明瞭であること
が認められた。一方、CAIA 群と比較して、CAIA+SRL 群では、指の中足骨及び膝関節に











まず、SRL による関節腔における炎症性細胞の増加への影響について HE 染色を用いて
検討した。その結果、Normal 群と比較して、7 日目において、CAIA 群及び CAIA+SRL 群
では関節腔に炎症性細胞の増加が認められた。一方、CAIA 群と比較して、CAIA+SRL 群
では関節腔に存在する炎症性細胞は減少していなかった。14 日目において、Normal 群と




は炎症性細胞が減少していることが明らかとなった （Fig. 5）。 
次に、SRL による関節の軟骨・骨組織破壊への影響について TB 染色を用いて検討した。
その結果、Normal 群と比較して、7 日目において、CAIA 群及び CAIA+SRL 群では軟骨・
骨組織の破壊が認められた。一方、CAIA 群と比較して、CAIA+SRL 群では軟骨・骨組織





ことが明らかとなった （Fig. 6）。RA の骨組織破壊は破骨細胞の活性化に影響されること
が知られている。そこで、SRL による関節組織の破骨細胞への影響について TRAP 染色を


















第 3 節 Salacia reticulata が関節の炎症・破壊部位の遺伝子発現に及ぼす影響 
 
  第 2 節では、SRL が関節炎及び組織破壊を改善させることがわかった。しかし、炎症増
悪因子である PGE2 や IL-1β の血中濃度において、有意な差が認められなかったことから、
抗炎症作用は弱い可能性が考えられた。関節炎を起こした関節内部では、炎症増悪因子で
ある TNF-α、IL-1β、IL-6 などが過剰に発現していることが報告されている [48-50]。また、
MMP などの組織障害因子の mRNA 発現量が過剰であることも報告されている [51, 52]。
そこで、関節内部より炎症性滑膜組織を採取し、total RNA を抽出し、RT-PCR 法を用いて、
SRL による炎症増悪因子及び組織障害因子の遺伝子発現への影響について検討した。使用
したプライマーは Table 3 に示した。 
まず、炎症性滑膜組織で産生される炎症増悪因子の遺伝子発現への影響について検討し
た。関節炎を惹起してから 14 日目に後肢指関節を採取し、total RNA を抽出後、RT-PCR
法を用いて、遺伝子発現解析を行った。その結果、炎症性サイトカインである TNF-α、IL-1β、
IL-6 では Normal 群と比較し、CAIA 群及び CAIA+SRL 群では遺伝子発現量の増加が認め
られた。また、抗炎症性サイトカインや免疫修飾因子である IL-10、IFN-γでは遺伝子発現






MMP-2、MMP-3、MMP-9、cathepsin K、c-fos において、Normal 群と比較し、CAIA 群及び
CAIA+SRL 群では有意に遺伝子発現量の増加が認められた。一方、CAIA 群と比較して、



















本実験の結果、SRL は関節炎症状を軽減させることが明らかとなった。SRL による CAIA
マウスの関節炎への影響を検討した。その結果、CAIA 群では関節炎重症度の指標である
arthritis score が関節炎発症日から急激に上昇し、10 日目以降同じスコアとなった。
CAIA+SRL 群では 1 日目から 2 日目にかけて、CAIA 群と比較して、差が認められなかっ
たが、3 日目から 6 日目にかけて、arthritis score の急激な上昇を有意に抑制させた。8 日目
以降 CAIA 群との差が認められなかったことから、SRL には関節炎の初期の重症化を抑制
させることが明らかとなった。 
SRL が炎症を抑制させる可能性を考えられたため、SRL による炎症増悪因子の血中濃度
への影響を検討した。その結果、CAIA 群及び CAIA+SRL 群では PGE2 及び IL-1βの血中濃
度は増加していた。しかし、CAIA 群と CAIA+SRL 群の間に差が見られなかったことから、





認められた。従って、SRL は CAIA マウスの炎症性細胞の増加、軟骨・骨組織の破壊、破
骨細胞数の増加及び活性化を抑制することを明らかにした。 





































 我々は第１章において、SRL が RA モデルマウスの関節炎に対する改善効果を明らかに









RA モデルマウスとしては、RA と同様の関節炎症状を示す CIA マウスが一般的に用いら
れている。本研究において、使用した CAIA マウスは CIA マウスと同様の作用機序で関節
炎を発症することがすでに知られている [71]。そこで、CAIA マウスを用いて、炎症性滑
膜組織を採取し、滑膜細胞の樹立を試みた。 
 CAIA マウスを作製後、後肢膝関節を採取し、関節から炎症性滑膜組織を摘出後、IV 型
コラゲナーゼによって消化し、細胞分散液を調製した。細胞分散液は限界希釈法を用いて、
96 穴プレートに播種し、培養を行った。培養した細胞のうち、増殖した細胞のみを 35 mm
ディッシュ、60 mm ディッシュ、100 mm ディッシュの順に継代を重ね、播種・培養を繰
り返した。このとき、増殖した複数の細胞は、RT-PCR 法を用いて、遺伝子発現解析を行
い、文献で報告されている遺伝子を元に、発現する遺伝子の調査を行った [72-77]（Table 3 
& 4）本実験でそれぞれ、基質関連、サイトカイン関連、タンパク質分解酵素関連、転写
関連、滑膜関連、計 5 つのグループに分類し、発現解析を行った （Fig. 10）。滑膜関連遺
伝子である Synoviolin は炎症性滑膜組織において、過剰発現していることがすでに報告さ






第2節 Salacia reticulata leaf 熱水抽出物を用い、炎症性サイトカインによる細胞増殖への
影響 
 
 今回樹立した滑膜細胞 MTS-C H7 は炎症性滑膜組織由来細胞である。RA において、関
節内部ではパンヌスと呼ばれるリウマチ特有の肉芽組織が形成される。パンヌスの核とな
る組織が炎症性滑膜組織であり、炎症によって滑膜細胞が異常増殖を起こすためと考えら
れている [80]。そこで、in vivo の結果を元に、MTS-C H7 を用いて、SRL 中に含まれてい
る成分による滑膜細胞の細胞毒性への影響について検討した。 
In vitro の検討を行うため、SRL から SRL 熱水抽出物 （SRLE）の作製を行った。MTS-C 
H7 を 96 穴プレートに播種し、3 時間接着させた後、SRLE を 25-2,000 µg/mL の濃度で添加
後、24 時間培養し、WST-1 を用いて、検討を行った。その結果、50 % 阻害濃度は約 850 µg/mL





次に、SRLEがMTS-C H7の IL-1βによる異常な細胞増殖に対する影響を検討した。MTS-C 
H7 を 96 穴プレートに播種し、3 時間接着させた後、炎症性サイトカンである IL-1β 単独
添加群及び IL-1βと SRLE 同時添加群に分け、24 時間 培養後、WST-1 を用いて、細胞増殖
への影響を検討した。その結果、SRLE 25 µg/mL から抑制効果が見られた。さらに 50 µg/mL
以上において、濃度依存的に細胞増殖を有意に減少した。このことから、SRLE は IL-1β
による異常な細胞増殖を抑制することが明らかとなった。また、この結果より細胞増殖を
有意に抑制する濃度の中で一番低濃度である 50 µg/mL を用いて、以降の検討を行った 









次に、ウサギの滑膜細胞 HIG-82 を用いて、IL-1β による異常な細胞増殖に対する影響を
検討した。現在、ヒトやマウスにおいて、滑膜細胞は株化されていない。しかし、ウサギ
では、滑膜細胞株が存在する。特に HIG-82 は炎症や植物成分の研究に用いられているこ
とが報告されている [81-83]。そこで、MTS-C H7 と同様に IL-1βによる異常な細胞増殖に
対する影響を検討した。 
その結果、MTS-C H7 では、SRLE 50 µg/mL 添加により、IL-1βによる異常な細胞増殖を減
少させた。一方、HIG-82 では、IL-1βによる異常な細胞増殖が起こらなかった。また、SRLE  
50 µg/mL 添加でも、IL-1βによる異常な細胞増殖を減少させなかったことから、HIG-82 に
は IL-1β 及び SRLE は影響を与えないことが考えられた。そこで、本研究において、今回







 第 3節  Salacia reticulata熱水抽出物由来残渣水溶性画分によるMTS-C H7に及ぼす影響 
 












な細胞増殖を減少させなかった。しかし、RW では IL-1β 誘導による異常な細胞増殖が有
意に減少していた。このことから、液液抽出によって抽出された画分のうち、RW が細胞
増殖抑制効果を示すことが考えられた。また、RW は SRLE を原料として抽出している点
やもっとも水溶性の高い画分である点、さらに SRLE と同様な効果が認められた点などか








発現に対する影響を検討した。その結果、IL-1β 単独添加によって、MMP-3 及び MMP-13
の遺伝子発現量は有意に増加していた。一方、IL-1βと SRLE 同時添加群では IL-1β単独添
加と比較して、MMP-3 及び MMP-13 の遺伝子発現量が有意に減少していた。さらに IL-1β
と RW 同時添加群では IL-1β 単独添加と比較して、SRLE 添加群と同様に遺伝子発現量が
有意に減少していた。Synoviolin においては、いずれの群においても優位な差が認められ
なかった。このことから、SRLE 及び RW には MTS-C H7 に作用し、MMP-3 及び MMP-13
の遺伝子発現を抑制させることが明らかになった。また、炎症性滑膜組織において、強発
現している Synoviolin において、遺伝子発現が抑制されなかった。すなわち、SRLE 及び











れ、細胞株の指標とする遺伝子 Synoviolin が発現している滑膜細胞 MTS-C H7 の樹立を行
った。 
SRL の RA に対するメカニズム及び SRL 中の活性成分の特定を行うため、SRLE を作製
した。SRL を用いた他の研究において、活性成分として水溶性物質が報告されている。そ
こで、SRLE を作製し、滑膜細胞に対する影響を検討した。 
滑膜細胞の細胞毒性に対する SRLE の影響を検討するため、SRLE を単独で乾燥重量別
25-2,500 µg にわけ、細胞毒性に対する検討を行った。その結果、50 % 細胞増殖阻害率は
約 850 µg であることが示された。従って、SRLE には滑膜細胞の細胞増殖を阻害する作用
を有することが考えられた。 
次に、炎症性サイトカイン IL-1β による滑膜細胞の異常な細胞増殖に対する SRLE の影
響を検討した。その結果、SRL 乾燥重量 50 µg 以上において、IL-1βによる滑膜細胞の異常
な細胞増殖を減少させた。従って、SRLE は IL-1β誘導による滑膜細胞の異常増殖を抑制す
る作用を有することが考えられた。 

















の細胞増殖を減少させなかった。一方、RW は IL-1β による滑膜細胞の異常な細胞増殖を
減少した。従って、RW 中には滑膜細胞の細胞増殖を抑制する成分が含まれている可能性
が考えられた。 
 さらに、SRLE 中に含まれる活性成分による滑膜細胞の遺伝子発現への影響を検討した。 
SRLE、液液抽出によって得られたブタノール画分及び RW を用い、IL-1β誘導によるタン
パク質分解酵素及び Synoviolin の過剰な遺伝子発現について検討を行った。その結果、 
IL-1βによって、MMP-3 及び MMP13 の遺伝子発現量は増加した。SRLE は IL-1β誘導によ
る MMP-3 及び MMP-13 の遺伝子発現量を減少させたが、Synoviolin の遺伝子発現量には影
響を与えなかった。さらに、RW においても、同様な結果となった。従って、SRLE 及び
RWには IL-1βによる MMP-3 及び MMP-13 の過剰な遺伝子発現を抑制させることが明らか
となった。さらに、SRLE 及び RW 中には滑膜細胞の遺伝子発現を抑制する活性成分は水
溶性物質であることが示唆された。しかし、Synoviolin の遺伝子発現に影響を与えなかっ
たことから、SRLE 及び RW 中に含まれる活性成分は炎症性滑膜組織において、過剰発現




第 3 章  Salacia reticulata に存在する抗関節リウマチ因子の探索 
 
第 2 章では、CAIA マウスの膝関節より炎症性滑膜組織を採取し、炎症性滑膜由来細胞




























いる [94, 95]。TTABはトリテルペンの一種であり、免疫賦活活性が報告されている [96, 97]。
EC はフラボノイドの一種であり、抗炎症作用や免疫抑制作用が報告されている [98, 99]。 
本実験では、MGF、TTAB、EC を用いて、MTS-C H7 による IL-1β誘導の異常な細胞増殖
に対する影響を検討した。 
 その結果、MGF、TTAB、EC は MTS-C H7 による IL-1β誘導の異常な細胞増殖を抑制す
る効果が認められなかった。このことから、MGF、TTAB、EC は滑膜細胞の異常な細胞増




















次に、HPLC 解析の結果を基に 3 つの画分に分け、各画分を回収した。得られた 3 種類
の画分は凍結乾燥を行った後、超純水に再溶解し、IL-1β による細胞の異常増殖に対する
影響を検討した。その結果、今回得られた 3 種類の画分すべてにおいて、IL-1β 単独添加
と比較して、IL-1β と抽出画分同時添加群では細胞増殖の減少が認められなかった。この
ことから、3 種類の画分には IL-1β による細胞増殖促進作用を抑制する活性成分が含まれ
ていない可能性が考えられた。しかし、SRL 熱水抽出物そのものには細胞増殖抑制効果が
あることから、SRL 熱水抽出物に含有する活性成分が HPLC 分析中に ODS カラム内の担
体に吸着した可能性がある。また、3 画分以外に活性成分が抽出されたため、細胞増殖抑







第 2 節 Salacia reticulata 熱水抽出物に含まれる活性本体の探索 
 
第１節の結果から、本実験において、SR の既知成分及び SRLE に含まれるカテキン類は
活性本体ではないことが明らかとなった。他の植物体の報告において、抗炎症作用を示す
化合物はカテキン類に関する報告が多い。しかし、本実験の結果からカテキン類以外の物


















った （Table 5）。さらに、アミノ酸分析の結果をもとに、SDS-PAGE による解析を行った。
また、SRLE 及び HCl による加水分解処理を行った SRLE 加水分解物を用いて、SDS-PAGE
によるタンパク質の検出を行った。その結果、SRLEには数万 Daのスメアなバンドと 3 kDa
にはっきりとしたバンドが検出された。また、SRLE 加水分解物では、SRLE と同様の場所
にバンドが検出されなかった。このことから、SRLE には 3 kDa の低分子量タンパク質が








第 3節 Salacia reticulata熱水抽出物に含まれるペプチド様物質によるMTS-C H7に及ぼす
影響 
 
第 2 章第 3 節において、液液抽出により 5 種類の画分サンプルが得られた。それぞれの
画分サンプルを検討した結果、RW にのみ、細胞増殖抑制効果及び RA 関連因子の遺伝子
発現抑制効果を明らかにした。そこで、本章では SRLE を用いて、SRL に含まれる細胞増
殖抑制効果を有する抗 RA 因子の探索を行った。 
まず、ゲル濾過法を用いて、SRLE に含有する活性成分の分画を行った。SephadexG-75 を
純水にて膨潤し、カラムに充填した。充填後、ゲルろ過法を用いて、SRLE を分画した。
その結果、推定分子量 1 kDa 以上 10 kDa 以下の画分において、260 nm の吸収極大が高い
ことがわかった。さらに、回収した各画分サンプルを用いて、IL-1β 誘導による異常な細
胞増殖への影響を検討した。その結果、IL-1β単独添加と比較して、分子量 1 kDa 以上 10 kDa
以下の画分において、最も細胞増殖抑制効果が強いことが明らかとなった。この結果から、
260 nm に吸収極大を持つ分子量 1 kDa 以上 10 kDa 以下の画分中に細胞増殖抑制効果を示










による異常な細胞増殖を減少させることがわかった。このことから、分子量 1k 以上 10k
以下の画分には IL-1β誘導による滑膜細胞の異常増殖を抑制させる活性本体が含まれるこ







次に、分子量 1 kDa 以上 10 kDa 以下の画分を用いて、IL-1β誘導による過剰な遺伝子発
現に対する影響を検討した。1 kDa 以上 10 kDa 以下の画分は IL-1β誘導による異常な細胞
増殖を最も強く抑制することがわかっている。そこで、1 kDa 以上 10 kDa 以下に含まれる
抗 RA 因子の作用を調べるため、遺伝子発現による検討を行った。その結果、IL-1β単独添
加において MMP-3、MMP-13、及び Synoviolin の遺伝子発現が増加していた。一方、IL-1β
及び SRLG を同時添加した場合、IL-1β単独添加よりも遺伝子発現量が明らかに減少して









きた。しかし、分子量 60 kDa 以上あるいは 1k 以下の画分においては、アミノ酸の含有を
確認することはできなかった。イサチン染色はアミノ酸の中でもプロリンやヒドロキシプ
ロリンなどイミノ基をもつアミノ酸を呈色する試薬である。イサチン染色の結果、ニンヒ






次に、活性本体が 3 kDa のペプチド様物質である可能性を踏まえ、加水分解し、細胞増
殖に対する影響を検討した。Carboxypeptidase Y （CPaseY）、Aminopeptidase I、及び塩酸を
用いて、SRLG を加水分解した。加水分解処理を行った SRLG を用いて、IL-1β誘導の異常
な細胞増殖に対する影響を検討した。その結果、加水分解処理を行った SRLG すべてにお
いて、細胞増殖の抑制効果が認められなかった （Fig. 25）。このことから、SRLG に含ま









第 4 節 本章の小括および考察 
 
 本実験の結果、滑膜細胞株 MTS-C H7において、SRに含まれる既知成分であるMangiferin、 
Triptotriterpenic acid B、及び Epi-catechin、による IL-1β誘導の異常な細胞増殖を減少させな
かった。従って、本実験に使用した SR 既知成分は滑膜細胞の異常な細胞増殖に影響を与
えないと考えられた。すなわち、これら SR 既知成分は SRLE に含有する抗 RA 因子では
ない可能性が考えられた。 
 さらに、HPLC による SRLE に含まれるカテキン類の分画では、SRLE には Epi-catechin 
（EC）及び Epi-gallocatechin gallate （EGCG）が含まれており、緑茶と比較すると、含有
するカテキン類の種類が異なることが明らかとなった。この結果をもとに、F1、F2、及




SRLE に含有する抗 RA 因子ではない可能性が考えられた。 
 SRLE に含まれる抗 RA 因子は SR 既知成分やカテキン類ではないことから、新たな抗









の検出を行った。その結果、数万 Da にスメアなバンド及び 3 kDa に明瞭なバンドが検出
された。しかし、加水分解した SRLE には同地点にバンドが検出されなかった。従って、
SRLE には 3 kDa の低分子量のたんぱく質が含まれている可能性が考えられた。すなわち、
SRLE には 3 kDa のペプチド様物質が含まれている可能性が考えられた。 
 44 
 低分子量のたんぱく質が活性本体である可能性が考えられたため、ゲル濾過による分子
量別に分画を行い、活性本体の分離を試みた。分子量 60 kDa 以上（①）、1 kDa 以上 10 kDa
以下、1 kDa 以下（③）の３グループに分け、滑膜の異常な細胞増殖に対する影響を検討












には 3 kDa のペプチド様物質が含まれていることが示唆された。 
 SRLG 中には 3 kDa のペプチド様物質が含まれていることが明らかとなった。そこで、
3kDa のペプチド様物質が活性本体である可能性を考え、SRLG に加水分解処理を行い、滑
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第１節 関節リウマチモデル動物 CAIA マウスを用いた in vivo 実験系 
 
① 実験動物 
実験動物には 6 週齢 DBA/1J 雄性マウス（日本チャールズリバー(株)）を用いた。 
抗Ⅱ型コラーゲン抗体カクテルキット(Chondrex)を用いて、Terato らの論文を参考に関節
炎モデルマウスを作製した [101]。実験に使用した基本飼料は Morishita らの論文を参考
に、AIN-93G の飼料組成中の大豆油をラードとコーン油に置換し、作製した [102]。飼
料組成は Table 1 に示した。予備飼育を 1 週間行った後、関節炎を惹起させず、飼料を与
える群（Normal 群）、関節炎を惹起させて、飼料を与える群 （CAIA 群）、関節炎を惹起
させて、SRL 粉末を 1%添加した飼料を与えた群 （CAIA+SRL）の 3 群 （n = 6）に無
作為に分け、飼料を自由摂取させた。8 日間摂取させた後、それぞれの群で体重に大き
な変化がないことを確認した後、CAIA 群と CAIA+SRL 群のマウスに関節炎惹起処理を
行い、再び同様の飼料を 14 日間摂取させた。マウスは恒温恒湿度 （室温 21℃±1℃、湿
度 45%～50%）、12 時間明暗サイクル （明暗：8:00-20:00）の環境下で飼育を行った。
また本実験は、「実験動物の飼育及び保管に関する基準」 （昭和 55 年 3 月総理府告示第
6 号）及び「城西大学実験動物規定」 （平成 19 年 10 月 12 日）に基づいて行われた。 
 
② 関節炎スコア 
関節炎を惹起させた 0 日目から解剖する 14 日目まで毎日測定した。関節炎スコアは




採取した血液は、室温で 30 分間静置後、12000×G で 20 分間遠心分離を行った。上清を
血清サンプルとして、使用まで-20℃で保存した。血清中の IL-1βは、Quantikine kit  （R&D 






ラフォルムアルデヒド/ 0.1M リン酸緩衝液 （pH 7.4）を用いて、4℃、24 時間固定した。
固定後、12.5%スクロース/ 0.1M リン酸緩衝液 （pH 7.4)、25%スクロース/ 0.1M リン酸
緩衝液 （pH 7.4）に 2 日間ずつ順次浸透させ、5%EDTA / 25%スクロース /  0.1M リン
酸緩衝液 （pH 7.4）で 4℃、２日間、脱灰化を行った。脱灰した組織は、25%スクロー






? HE 染色 
HE 染色に用いる切片は、-30℃で保存してあるアセトンを用いて、5 分間固定した。
固定後、マイヤー・ヘマトキシリン溶液 （Wako）中で 15 分間染色を行った。染色後、
0.01M PBS で 10 分間洗浄を 3 回行った。カウンター染色として、0.5%エオシン Y 溶液 
（Wako）中で 2 分間染色を行った後、0.01M PBS で 10 分間洗浄を 3 回行った。 
染色された切片は、光学顕微鏡下で観察後、顕微鏡デジタルカメラシステム Penguin 
600CL（ピクセラコーポレーション）を用いて、組織画像を取り込み、上記システム専
用ソフトウェアである In studio （ピクセラコーポレーション）を用いて、形態計測を行
った。計測後、Honda らの論文を参考に組織学的スコアの算出を行った [104]。 
 
? TB 染色 
TB 染色に用いる組織切片は、-30℃で保存してあるアセトンを用いて、5 分間固定し
た。固定後、純水で 10 分間洗浄を 2 回行った後、0.05%TB 溶液 pH 7.0  （Wako）中で




用ソフトウェアである In studio （ピクセラコーポレーション）を用いて、形態計測を行
った。計測後、Honda らの論文を参考に組織学的スコアの算出を行った [104]。 
 
⑦ RT-PCR 
RT-PCR 法を用いた組織の RNA は TRIZOL Reagent  (Invitrogen)を用いて抽出した。抽
出した RNA は DPC 処理水に溶解後、分光光度計を用い定量した。 
１サンプルあたりの total RNA 量を 1 µg 含むように調整し、Superscript First-Strand 
Synthesis System （Invitrogen）用いて逆転写酵素反応法 （RT）を行い、cDNA を作製し
た。RT の条件は 50℃ 90 分、99℃ 5 分で行った。PCR は常法に従って、Table.3 の条件
で行った。 
  得られた PCR 産物を 2%アガロース (TAKARA)ゲルにて 100V で 25 分間電気泳動し、









  動物実験は各群 6 匹のマウスを用い、それぞれの平均値 ± SD で示した。統計学的評
価は Stat Mate 3 ソフトウェア (ATMS)を用い、対応のない t 検定を用いて有意差検定を






















いて、洗浄を行い、100 mm プレートに播種した。播種後、増殖した細胞のみ Typsin-EDTA
を用いて、細胞の回収を行った。回収した細胞は限界希釈法を用いて、1 cell/well の濃度
で 96 穴プレートに播種した。2 日間に 1 度、培地交換を行い、増殖した細胞のみ、35、
60、100 mm プレートに順次、細胞継代を行った。増殖した細胞は使用するまで液体窒
素中で保存した。増殖した細胞は文献を元に、炎症性滑膜組織において、発現している
遺伝子について、RT-PCR 法を用いて、常法に従って、Table 3、Table 4 の条件で行った。





砕後、150 µm メッシュでふるいにかけ、落下した粉末のみを用いた。12 g の粉末を用い
て、純水が 1.5 L から 1.0 L になるまで煮出した後、室温まで冷却した。冷却後、2190 × 










MTS-C H7 を 5×103cells/well ずつ、96 穴細胞培養用マイクロプレートに播種し、24 時
間培養後、IL-1β、SRLE 及び液液抽出によって得られた画分サンプル添加培地等に培地
交換し、24 時間培養を行った。培養後、Cell Proliferation Reagents WST-1 (Roche) 試薬を
培地の 1/10 量添加し、30 分 37℃ 5% CO2 存在下で静置し、プレートリーダ Wallac 
1420ARVO.SX multilabel counter (WALLAC OY)を用いて、波長 450 nm で測定した。各測
定値は、通常培地で培養した MTS-C H7 の測定値で除し、相対値を算出し比較した。 
 
⑤ RT-PCR 





 ⑥ 統計処理 
細胞実験はサンプルごとに 3 穴を用い、独立した実験を 3 回行った。結果はそれぞれ
の平均値 ± SD で示した。統計学的評価は Stat Mate 3 ソフトウェア (ATMS)を用い、対













MTS-C H7 を 5×103cells/well ずつ、96 穴細胞培養用マイクロプレートに播種し、24 時
間培養後、IL-1β、SRLE、Mangiferin （Sigma-Aldrich）、Triptotriterpenic acid B （AApin 
chemical）、epi-catechin （Sigma-Aldrich）SRLE を用いたゲル濾過法による分画画分、及
び加水分解した SRLG 添加培地等へ培地交換し、24 時間培養を行った。培養後、第 2 章
第１節?と同様の方法で細胞増殖を測定した。 
 
③ HPLC 分析 
HPLC システムは LC-Organizer, L-6200 Intelligent pump, L-4200H UV-VIS Detector and 
ELITE LaChrom Column Oven L-2350 （HITACHI）を用いた。分別カラムとして Wakosil 
column （250 mm×4.6 mm, 5 µm）を用いた。カラム内部を 40℃に設定し、流速 1.0 mL/min
の条件下で 10µl のサンプルを注入した。移動相は Zuo らの論文を参考に 100%メタノー
ル：水：蟻酸=19.5：80.2：0.3 （A）と 100%メタノール （B）を用いた [105]。勾配流
出方法は 100%A 10 分間, 90%A+10%B 70 分間, 100%B 20 分間、計 3 段階に分けた。得ら
れたクロマトグラムは PC 処理を行い、流出パターンを比較した。 
 
④ ゲルろ過法 
ゲルろ過はカラムに sephadex G-75 （GE Healthcare）を充填し、室温・流速 0.3 mL/min
条件下で 100 µl のサンプルを注入した。移動相は純水を用いた。1.5 mL tube を用いて、
300 µL ごとに滴下した液体を回収した。各画分は回収後、凍結乾燥し、サンプルとした。
分子量マーカーとして、BSA （MW : 67000）、Lys（MW : 14400）、inulin（MW : 4320）
及び VitaminB12 （MW : 1355）を使用し、分子量の目安とした。 
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⑤ RT-PCR 




 ⑥ TLC 法 




 ⑦ 加水分解処理 
SRLE に Carboxypeptidase Y を添加後、37℃、0、1.0 時間培養を行った。培養後、遠心
分離にかけ、上清をサンプルとした。SRLE に Aminopeptidase I を添加後、25℃、0、3.0




 ⑧ SDS-PAGE 
SDS-PAGE 用サンプルは、SRLG を加水分解処理後、それぞれのサンプルを gradient gel 
MULTIGEL II Mini 15/25 (COSMO bio)にアプライし、電気泳動を行った。電気泳動を行





細胞実験はサンプルごとに 3 穴を用い、独立した実験を 3 回行った。結果はそれぞれ
の平均値±SD で示した。統計学的評価は Stat Mate 3 ソフトウェア(ATMS)を用い、対応
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